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【研究目的】酢酸菌は食酢製造に広く用いられており、長年の食経験から安全性が担保されている。中
でも酢酸菌 Komagataeibacter europaeus は通気撹拌培養により十分な菌体収量を確保することができる
ことに加え、3 種の内在性プラスミドを利用した遺伝子操作系も確立している(1)。一般に酢酸菌はエタ
ノール酸化により酢酸を蓄積させ、その量依存的に外環境 pH が低下する。蓄積した酢酸は低 pH 環境
下で非乖離型となり、細胞内への流入が促進されるため細胞内環境の酸性化を引き起こす。これらの諸
性質から、本菌は雑菌汚染されにくく安全な物質生産宿主として利用できると考えた。本研究では、酢
酸菌を宿主とした物質生産系の構築に向け、細胞内 pH の変動の把握、標的タンパク質の安定化の試み、
転写制御系の構築を試みた。 
【実験方法】本菌と他種の酢酸菌における生育依存的な細胞内 pH の変動を評価するために、先行研究
(2)の知見に基づき、オワンクラゲの GFP タンパク質遺伝子を酢酸菌のコドン利用頻度に改変した pH 感
受性 GFP（pHluorin2）を構築した。2 点の励起波長（400 nm 及び 475 nm）に対する pHluorin2 の蛍光強
度を測定し、pH 5-9 の範囲で pH 依存的な蛍光強度の変化を確認した。次に、pHluorin2 発現プラスミド
を酢酸菌に導入し、各生育段階における細胞内 pH の経時的変化を調べた。また、培地中の有機酸及び
揮発性成分を分析した。次に大腸菌由来b-ガラクトシダーゼ（b-Gal）を標的モデルタンパク質として酢
酸菌細胞内で発現させるため、b-Gal 発現プラスミド（pBE1-Pbla-lacZ）を構築後、酢酸菌細胞内に導入
し、培養しながら経時的に集菌し、細胞内のb-Gal 活性を測定した。続いて、発現させたb-Gal の安定性
向上をめざし、超好熱性アーキアThermococcus kodakarensis 由来の耐熱性分子シャペロニンCpkA、CpkB
をb-Gal と共発現させた。経時的に細胞内b-Gal 活性を検証し、分子シャペロニンがb-Gal の活性に与え
る影響を調べた。さらに K. europaeus における転写制御系構築のため、乳酸ナトリウム添加量依存的な
アセトイン合成関連遺伝子 aldC の転写量変動を qRT-PCR により定量した。 
【実験結果と考察】K. europaeus では、生育依存的に細胞内 pH は減少し、定常期に入ると pH 5 に低下
した。また伝統的な食酢醸造法（静置発酵法）に用いられる酢酸菌 Acetobacter pasteurianus においても
同様の挙動を示した。一方、細胞外 pH に着目すると、K. europaeus は pH 2.5 まで低下するのに対し、
A. pasteurianus では pH 3 に留まっていた。酢酸菌 2 種の培地中に含まれる有機酸及び揮発性成分を分析
したところ、両株共に対数期後期以降、エタノールの消費に伴い酢酸が蓄積し、K. europaeus のみ同時
期にグルコン酸が顕著に蓄積していた。以上より、2 種間での細胞外 pH の差はグルコン酸蓄積の有無
に起因すると考えられる。次に K. europaeus における耐熱性分子シャペロニンがb-Gal 活性に与える影響
を調べたところ、定常期初期（培養 24 時間）において各シャペロニンの共存により約 63 倍の活性上昇
が観察され、培養 36 時間においては CpkB 共存条件下で顕著な活性の上昇が見られた。これは、CpkB
の標的分子認識部位が酸性アミノ酸に富むことに起因しており、酸性環境下でより正に荷電したb-Gal
が優先的に捕捉されたと推察される。次に、既知の代謝系に注目した転写制御系の構築に取り組むこと
にした。乳酸ナトリウムを添加した栄養培地で野生株を培養すると、乳酸ナトリウム添加量依存的に
aldC の転写量が上昇する事が示された。この事より、aldC プロモーター領域を利用し、乳酸添加による
発現の誘導が可能であると考えられる。 
【参考文献】(1) Akasaka, N., et al., J. Biosci. Bioeng., 119, 661-668 (2015) (2) Mahon, M. J., Adv. Biosci. 
Biotechnol., 2, 132-7, (2011) 
